ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ ФИЗИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ БЕЛКОВ СЫВОРОТКИ КРОВИ ДЛЯ РАЗВИТИЯ МЕТОДОВ ДИАГНОСТИКИ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ НОВООБРАЗОВАНИЙ by V. Gibizova V. et al.
Определение фундаментальных 
физических параметров белков 
сыворотки крови для развития 
методов диагностики 
злокачественных новообразований
Гибизова В.В.1 • Аненкова К.А.1 • Масленникова А.Д.1 • Федорова К.В.1 • Сергеева И.А.1 • 
Петрова Г.П.1
Актуальность. Для медицинской диагностики 
фундаментальной проблемой является иссле-
дование воздействия патологического состо-
яния человека на белки плазмы и  сыворотки 
крови. В  качестве диагностических параме-
тров предлагается использовать физические 
молекулярно-динамические характеристики 
белков, которые существенно изменяются при 
развитии болезни. Цель  – проведение фун-
даментальных исследований молекулярных 
свойств белков сыворотки крови (их подвиж-
ность, межмолекулярные взаимодействия, 
агрегация  – образование наноразмерных бел-
ковых кластеров, изменение поверхностного 
заряда и  др.) для развития методики диагно-
стики онкологических заболеваний, направ-
ленной на создание экспресс-метода на базе 
лазерного светорассеяния и  флуоресценции. 
Материал и  методы. Для определения дина-
мических параметров белков использованы 
методы лазерного светорассеяния. Результаты. 
Проведены сравнительные исследования мо-
дельных систем и  нативных образцов сыворот-
ки крови для диагностики новообразований 
и  рассмотрена возможность применения оп-
тических параметров водных растворов сыво-
ротки крови для создания методов диагностики 
онкологических заболеваний. Заключение. 
Методы светорассеяния дают достаточную ин-
формацию об изменении статических и  дина-
мических свойств белков сыворотки крови при 
патологии.
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Успешная разработка новых физических методов медицинской диагностики рас-пространенных заболеваний, прежде всего онкологических, зависит от пони-
мания молекулярных механизмов, лежащих в ос-
нове патологии. 
Цель данной работы – проведение фундамен-
тальных исследований молекулярных свойств 
белков сыворотки крови (их подвижность, меж-
молекулярные взаимодействия, агрегация  – об-
разование наноразмерных белковых кластеров, 
изменение поверхностного заряда и др.) для раз-
вития методики диагностики онкологических 
заболеваний, направленной на создание экс-
пресс-метода на базе лазерного светорассеяния 
и флуоресценции. Область применения разрабо-
ток – медицинская диагностика (скрининг и кон-
троль лечения онкологических заболеваний).
Основой для разрабатываемой методики 
послужили исследования оптических свойств 
растворов заряженных биополимеров, вклю-
чая белки. При этом исследовались статические 
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параметры макромолекул  – эффективная масса, 
коэффициент межмолекулярного взаимодей-
ствия, анизотропия поляризуемости, а  также 
ряд динамических параметров  – коэффициент 
трансляционной диффузии, сорбционные свой-
ства заряженных макромолекул в  условиях на-
личия в  растворе малых заряженных молекул 
различной природы. Все перечисленные параме-
тры нелинейным образом зависят от свойств как 
макромолекул (поверхностный заряд, дипольный 
момент, концентрация, количество и тип гидро-
фобных и гидрофильных центров), так и раство-
рителя (диэлектрическая проницаемость, вяз-
кость, температура).
Авторы впервые предлагают методику сово-
купного определения статических и  динамиче-
ских параметров белков, а также наноразмерных 
белковых кластеров в плазме и сыворотке крови. 
При этом для определения динамических пара-
метров белков могут быть использованы методы 
фотонно-корреляционной спектроскопии, инте-
грального лазерного светорассеяния и  флуорес-
ценции.
Многопараметрический метод диагностики 
и контроля эффективности лечения онкологиче-
ских заболеваний, основанный на определении 
нескольких независимых физических параме-
тров белков плазмы крови, является совершенно 
новым. Области этих параметрических данных, 
соответствующие случаям образцов плазмы кро-
ви, полученных от здоровых людей и  онкологи-
ческих больных, практически не перекрываются 
[1, 2, 3]. В  нашей лаборатории разработан метод 
создания модельных систем сыворотки крови 
с оптическими параметрами, соответствующими 
«больной», «здоровой» крови и случаям так назы-
ваемой группы риска.
Проводятся сравнительные исследования 
модельных систем и  нативных (полученных из 
клиник) образцов сыворотки крови пациентов 
с  онкологическими, неонкологическими заболе-
ваниями и здоровых людей.
Методы и материал
Метод статического рассеяния
При конечных концентрациях всегда будет су-
ществовать межмолекулярное взаимодействие, 
поэтому, согласно теории Дебая, интенсивность 
рассеянного света можно выразить через флук-
туации концентрации, которые зависят от хи-
мического потенциала. В  этом случае для раз-
бавленных растворов макромолекул имеет место 
соотношение:
cHK / R90 = 1 / M + 2 Bc...
Это уравнение позволяет измеряемую в экспе-
рименте величину R90 – рэлеевский коэффициент, 
или мутность, представить в  виде вириального 
разложения по малым концентрациям.
Метод дает возможность прямого опреде-
ления молекулярной массы M рассеивающих 
частиц, для чего необходимо измерить R90 при 
нескольких концентрациях и  экстраполировать 
полученную зависимость к  концентрации c = 0. 
Наклон этой прямой, равный 2B, позволяет вы-
числить второй вириальный коэффициент  B, 
который характеризует степень отклонения по-
ведения раствора от идеального и служит мерой 
межмолекулярного взаимодействия. Стоит заме-
тить, что для растворов заряженных макромоле-
кул – белков – очень существенным оказывается 
влияние поверхностного заряда молекулы на ее 
поведение в  растворе, в  частности, на параметр 
межмолекулярного взаимодействия.
Сравнительные измерения показали, что для 
здоровых людей и пациентов с онкологическими 
заболеваниями различаются такие параметры, 
как относительная интенсивность R, масса M 
и  коэффициент взаимодействия  B. В  частности, 
в  случае онкологического заболевания  B стано-
вится отрицательным, а масса рассеивающих ча-
стиц увеличивается. 
Динамическое рассеяние света белками плазмы 
крови
Динамическое светорассеяние связано с  флук-
туацией концентрации рассеивающих частиц. 
Зависимость коэффициента трансляционной 
диффузии и параметра рассеяния от концентра-
ции определяется одним и  тем же вириальным 
коэффициентом. Иначе говоря, динамический 
параметр Dt, статические молекулярные параме-
тры B и M и характеристическая вязкость η свя-
заны уравнением:
Dt = В0{1 + (2BM - [η]c)}.
Рассмотренный диффузионный коэффици-
ент входит в показатель степени корреляционной 
функции светорассеяния:
g(1)(τ) = exp(-Dtq2τ).
В случае сыворотки крови, где основными 
белками являются альбумин и  глобулин, лога-
рифмическую зависимость корреляционной 
функции от времени можно аппроксимировать 
двумя прямыми. 
Метод может быть использован для диагно-
стики. Сравнительные измерения показывают, 
что некоторые динамические параметры ма-
кромолекул белков сыворотки крови в  водных 
растворах могут значительно различаться по 
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величине для здоровых людей и пациентов с он-
кологическими заболеваниями.
В работах [2, 3] установлено, что коэффици-
ент Dt зависит от заряда на поверхности белка 
pH нелинейным образом с  минимумом в  изо-
электрической точке подобно параметру B. Таким 
образом, согласно результатам исследований 
динамических свойств заряженных макромоле-
кул в  растворах, динамические параметры су-
щественно зависят от зарядового состояния по-
верхности белков и могут быть использованы для 
диагностики.
Коэффициент диффузии частиц обратно про-
порционален характерному времени релаксации 
флуктуаций интенсивности рассеянного све-
та. Это характерное время, в  свою очередь, есть 
время затухания экспоненциальной временной 
корреляционной функции рассеянного света, ко-
торая измеряется с помощью цифрового корреля-
тора.
Размер частиц рассчитывается по формуле 
Стокса  – Эйнштейна, которая связывает размер 
частиц с  их коэффициентом диффузии и  вязко-
стью жидкости [4].
В методе корреляции фотонов используется 
цифровой метод нахождения автокорреляци-
онной функции фотоэлектронов. Измеряется 
мгновенная интенсивность излучения, которая 
преобразуется в  мгновенное значение фототока 
на выходе фоторегистрирующего прибора. В этой 
связи основной задачей становится извлечение 
информации о  корреляционной функции поля 
излучения из корреляционной функции фото-
тока.
Материал
Условно все пациенты, чьи образцы крови ис-
следовались в данной работе, были разделены на 
три группы: «онкологическая», или «больная», 
кровь – образцы, полученные от пациентов с ди-
агностированными и подтвержденными онколо-
гическими заболеваниями различной этиологии 
и  стадий; «неонкологическая» кровь  – образцы, 
полученные от пациентов с хроническими забо-
леваниями неонкологической природы («группа 
неонкологического риска»); «здоровая» кровь  – 
образцы, полученные от контрольной группы. 
Сравнительные измерения показали, что для 
здоровых людей и пациентов с онкологическими 
заболеваниями основные оптические параметры 
сыворотки крови различаются, следовательно, 
могут быть использованы для диагностики.
Основываясь на результатах биохимических 
исследований крови здоровых людей и  онколо-
гических больных, были получены соотношения 
альбумина и  γ-глобулина в  водных растворах, 
которые могут быть использованы в качестве мо-
дельных систем нативных образцов сыворотки 
крови здоровых людей и людей с онкологически-
ми заболеваниями [5].
Для приготовления модельных растворов 
в  работе использовались растворимые белки  – 
бычий сывороточный альбумин и  γ-глобулин 
фирмы “Sigma”. В табл. 1 приведены молекуляр-
ные веса, значения изоэлектрических точек, зна-
чения коэффициентов трансляционной диффу-
зии в нейтральной среде этих белков. 
В ходе экспериментов проводилось исследо-
вание чистых растворов альбумина и γ-глобули-
на, а  также растворов смеси белков альбумина 
и  γ-глобулина при различных массовых соот-
ношениях, имитирующих реальные ситуации 
(табл. 2):
1) альбумина больше, чем γ-глобулина (нор-
мальное соотношение белков в  сыворотке «здо-
ровой» крови);
2) γ-глобулина больше, чем альбумина (модель 
«онкологической» крови);
3) альбумина и  γ-глобулина поровну (модель 
«группы неонкологического риска»).
Экспериментальные установки
Эксперименты по исследованию модельных и на-
тивных растворов сыворотки крови проводи-
лись на установках Photocor Cоmplex и  Photocor 
Compact (рис. 1, 2).
Результаты
Экспериментальные исследования подвижности 
в белковых системах
На рис. 3 изображен корреляционный график за-
висимости коэффициента взаимодействия  В  от 
величины массы рассеивающих частиц в  во-
дных растворах сыворотки крови здоровых лю-
дей и  онкологических пациентов. Наблюдается 
четкое пространственное разделение точек, 
Таблица 1. Характеристики белков
Белок Молекулярная 
масса, г/моль
Изоэлектрическая 
точка, pH
Коэффициент 
трансляционной диффузии 
белков в нейтральной 
среде (pH = 7,0), 
Dt × 10-7, см2/с
Бычий 
сывороточный  
альбумин
68 000 4,9 5,6
Гамма-глобулин 200 000 6 3,7
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отображающих случаи онкологических боль-
ных и здоровых людей. Результаты, относящиеся 
к группе риска, локализуются вблизи линии, со-
ответствующей В ~ 0.
Наиболее вероятно, что появление онкологи-
ческого заболевания или предрасположенности 
к  нему  – результат изменения поверхностного 
заряда на молекулах белков. С  уменьшением за-
ряда кулоновские силы отталкивания между 
молекулами протеинов слабеют, и между ними 
начинают превалировать силы притяжения. Это 
приводит к  изменению величины и  знака коэф-
фициента взаимодействия и к образованию ком-
плексов молекул, обладающих массой большей, 
чем у отдельных протеинов. Этот вывод был под-
твержден с  помощью исследования модельных 
систем – растворов смесей белков, взятых в раз-
личных пропорциях. Были исследованы водные 
растворы некоторых белков при малых ионных 
силах и  в широком диапазоне изменений  рН. 
Исследования показали, что знак параметра В за-
висит от соотношения концентраций альбуми-
на и  γ-глобулина. При увеличении содержания 
γ-глобулина в растворе по сравнению с альбуми-
ном концентрационные зависимости параметра 
рассеяния становятся отрицательными.
Методом динамического рассеяния света 
были получены зависимости коэффициентов  B 
и  трансляционной диффузии Dt рассеивающих 
центров от значений рН и от концентрации бел-
ков в исследуемых растворах (рис. 4, 5).
При увеличении концентрации белка возрас-
тает коэффициент диффузии. Это можно объяс-
нить на основе теории, предложенной Джеймсом 
и  Эвансом, Dt = D0(1 - λHc + λSc), где коэффици-
ент  λH, связанный с  гидродинамическими по-
терями энергии, значительно меньше коэффи-
циента  λS, связанного с  электростатическими 
потерями энергии [6].
Графики зависимостей Dt(c) для модельных 
растворов имеют разный наклон. Наклон зависи-
мости  Dt(c) для модельного раствора сыворотки 
«здоровой» крови определяется наклоном зави-
симости  Dt(c) для водного раствора альбумина, 
что связано с  преобладанием альбумина в  мо-
дельном растворе сыворотки «здоровой» крови. 
Аналогичная картина наблюдается для модель-
ного раствора сыворотки «больной» крови, в ко-
тором характер зависимости задает γ-глобулин. 
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Рис. 3. Корреляционный график зависимости параметра В  
от логарифма величины массы рассеивающих частиц 
(треугольники соответствуют онкологическим заболеваниям, 
круглые точки – группа риска, квадраты – здоровые люди)
Таблица 2. Массовые соотношения белков в модельных растворах
Модельный раствор Альбумин, мг Гамма-глобулин, мг
Сыворотка «здоровой» крови 5,5 1,6
Сыворотка крови «группы 
риска» 3,5 3,5
Сыворотка «больной» крови 1,6 5,5
Рис. 1. Анализатор размеров частиц Photocor Compact
Рис. 2. Схема экспериментального оборудования (прибор 
Photocor Complex): 1 – лазер, 2 – держатели лазера, 
3 – фокусирующая оптика, 4 – аттенюатор падающего света, 
5 – оптическая скамья лазера, 6 – основание, 7 – термостат, 
8 – держатель кювет, 9 – поворотное устройство с шаговым 
двигателем, 10 – аттенюатор прошедшего света, 11 – консоль 
поворотного устройства, 12 – апертурная диафрагма, 
13 – приемная оптика системы счета фотонов, 14 – система 
счета фотонов, 15 – усилитель-дискриминатор
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Были исследованы изменения коэффициента 
трансляционной диффузии, происходящие в мо-
дельных растворах сыворотки крови при измене-
нии поверхностного заряда макромолекул и кон-
центрации белка в растворе.
По результатам проведенных экспериментов 
установлено, что зависимости коэффициента 
трансляционной диффузии от поверхностного 
заряда макромолекул и  концентрации раствора 
существенно различаются для модельных рас-
творов сыворотки крови «здорового» и «больно-
го» человека, в  частности графики зависимости 
Dt(pH) различаются положением минимума ко-
эффициента трансляционной диффузии (рис. 6), 
а  графики зависимости Dt(c)  – тангенсами угла 
наклона (рис. 7). Значения угловых коэффициен-
тов для модельных растворов приведены в табл. 3.
Изучение характера зависимостей коэффи-
циента трансляционной диффузии и  сравнение 
экспериментальных данных с теорией (Скетчарда 
Таблица 3. Диапазон изменения угловых коэффициентов для зависимостей Dt(c)  
для модельных растворов
Модельный раствор Значение углового коэффициента
Сыворотка «здоровой» крови 0,7–1,5
Сыворотка крови «группы риска» 0,3–0,9
Сыворотка «больной» крови 0,1–0,5
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Рис. 4. Зависимость второго вириального коэффициента B 
от pH: для модельного раствора сыворотки «здоровой» крови 
(кривая 1), для модельного раствора крови сыворотки «группы 
риска» (кривая 2), для модельного раствора сыворотки 
«больной» крови (кривая 3)
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Рис. 5. Зависимость коэффициента трансляционной 
диффузии Dt от концентрации белка С при pH = 7,0 для 
сыворотки «здоровой» крови (кривая 1), для сыворотки крови 
«группы риска» (кривая 2), для сыворотки «больной» крови 
(кривая 3)
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Рис. 6. Сравнительный график зависимостей Dt от pH для 
модельных растворов: кривая 1 – модель «здоровой» крови, 
кривая 2 – модель крови «группы риска», кривая 3 – модель 
«больной» крови
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Рис. 7. Сравнительный график зависимостей Dt 
от концентрации для модельных растворов: кривая 1 – модель 
«здоровой» крови, кривая 2 – модель крови «группы риска», 
кривая 3 – модель «больной» крови
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и  Джеймса  – Эванса) показали, что метод дина-
мического рассеяния света, примененный для 
исследования сыворотки крови, может рассма-
триваться как перспективный метод диагностики 
онкологических заболеваний.
Изучение взаимодействия ионов цезия 
с модельными и нативными растворами сыворотки 
крови методом статического рассеяния света
Клиническими испытаниями подтверждено, что 
хлорид цезия может быть эффективным проти-
воопухолевым средством при комплексной те-
рапии некоторых форм рака, а также при нейро-
дегенеративных заболеваниях [7]. Хлорид цезия 
оказывается перспективным для использования 
в  целях диагностики онкологических заболева-
ний на ранних стадиях болезни.
В связи с этим можно изучить механизм вза-
имодействия ионов цезия с  основными белками 
сыворотки крови – альбумином (рис. 8) и γ-гло-
булином (рис. 9). При добавлении хлорида цезия 
в  раствор сыворотки крови здоровых людей на-
клон зависимости сохраняется (рис. 10), то есть он 
не меняет своего знака. Во втором случае наклон 
становится положительным (рис. 11). Как можно 
видеть, добавление хлорида цезия в  раствор на-
тивной сыворотки больных пациентов приводит 
к изменению наклонов концентрационных зави-
симостей параметра рассеяния с отрицательного 
на положительный (см. рис. 9 и 11).
Выводы
1.  Исследования модельных систем сыворотки 
крови показали, что для «здоровых» пациентов 
зависимость параметра рассеяния cH/R90 имеет 
положительный наклон, а для «больных» – от-
рицательный.
2.  По результатам проведенных экспериментов 
было установлено, что зависимости коэффи-
циента трансляционной диффузии от поверх-
ностного заряда макромолекул и  концентра-
ции раствора существенно различаются для 
модельных растворов сыворотки крови «здо-
рового» и  «больного» человека, в  частности 
графики зависимости Dt(pH) различаются по-
ложением минимума коэффициента транс-
ляционной диффузии, а  графики зависимо-
сти Dt(c) – тангенсами угла наклона.
3.  В модельных растворах сыворотки крови «здо-
ровых» пациентов с  добавлением хлорида це-
зия знак коэффициента межмолекулярного 
взаимодействия не меняется (положительный 
наклон сохраняется), а  в модельных образцах 
сыворотки крови «больных» пациентов он 
меняется на противоположный (отрицатель-
ный наклон становится положительным).
4.  Значение эффективной массы рассеивающих 
частиц в  модельных растворах «больных» па-
циентов значительно больше значения массы 
для модельных растворов «здоровых», что, ве-
роятно, связано с  агрегацией молекул γ-гло-
булина при воздействии ионов цезия в первом 
случае. 
5.  Результаты, полученные для нативных образ-
цов сыворотки крови, хорошо согласуются 
с результатами для модельных растворов.
6.  Данные могут быть использованы при разра-
ботке альтернативных методов диагностики 
и  лечения онкологических заболеваний, в  том 
числе, возможно, и на ранних стадиях. 
cH
/R
90
, м
ол
ь/
г
cH
/R
90
, м
ол
ь/
г
cH
/R
90
, м
ол
ь/
г
cH
/R
90
, м
ол
ь/
г
1,1
1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
1,1
1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
1,1
1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
1,1
1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
Объем, %
Объем, %
Объем, %
Объем, %
0
0
0
0
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,02
0,02
0,03
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,04
0,04
Рис. 8. График концентрационной 
зависимости параметра рассеяния cH/R90 
нативных образцов сыворотки крови 
здоровых пациентов
Рис. 10. График концентрационной 
зависимости параметра рассеяния cH/R90 
нативных растворов сыворотки крови 
здоровых пациентов с добавлением 
хлорида цезия
Рис. 9. График концентрационной 
зависимости параметра рассеяния cH/R90 
нативных образцов сыворотки крови 
больных пациентов
Рис. 11. График концентрационной 
зависимости параметра рассеяния cH/R90 
нативных растворов сыворотки крови 
больных пациентов с добавлением хлорида 
цезия
Альманах клинической медицины. 2016 Февраль; 44 (2): 158–164
163Гибизова В.В., Аненкова К.А., Масленникова А.Д., Федорова К.В., Сергеева И.А., Петрова Г.П. Определение фундаментальных физических параметров белков сыворотки крови для развития методов диагностики злокачественных новообразований
Determination of fundamental physical 
parameters of blood serum proteins for 
development the methods for cancer diagnosis
Background: A fundamental problem of medical 
diagnostics as an assessment of human plasma 
and serum proteins in various pathologic states. 
Physical molecular and dynamic characteristics 
of proteins that are significantly changed during 
a  disease have been proposed as diagnostic pa-
rameters. Aim: To conduct fundamental research 
on molecular properties of serum proteins, such as 
their mobility, intermolecular interactions, aggre-
gation / formation of nanoscale protein clusters, 
abnormalities of the surface charge, etc., for sub-
sequent development of methods for early diag-
nostics of cancer based on laser light scattering 
and fluorescence. Materials and methods: The 
parameters of protein dynamics were assessed 
by laser light scattering methods. Results: We 
performed comparative assessments in model 
systems and native serum samples for cancer diag-
nostics and analyzed the possibility to use optical 
parameters of water serum solutions for develop-
ment of cancer diagnostic methods. Conclusion: 
Light scattering methods provide sufficient in-
formation on changes of the static and dynamic 
properties of the serum proteins over time during 
various pathological conditions.
Key words: light scattering, cancer diagnostics, 
serum
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